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緒 言
サケの河川内成熟過程において,成 熟の進行につれて血清が過渡的に.着色
し,自然放卵期に近ず くと再び減少す る現象と筋肉 ・表皮 ・卵巣のカロチノ
イ ド色素含量の一連の挙動 との関連からして,産 卵潮上前筋肉中に含まれて
いたカロチ ノイ ド色素が成熟の進行につれて血清を介 して表皮に,ま た ♀で
の くの
は卵巣にも移行す る事についてはすでに報告 した。
筋肉および表皮に於け るカロチ ノイ ド色素含量には,海 洋および河川内産
卵期共6♀ 間に大差なく,産 卵期に於け る筋肉での急激な減少 と表皮に於け
る増加か ら考えると,こ の時期のサケは餌を食べず,.したがって新たなカロ
チノイ ド色素の体外か らの補給は行なわれないので,6で は ♀の卵巣に含ま
れるカロチノイ ド色素の増加 した分だけ体内の絶対量が減少 している事にな
る。
著者 らは,こ の点に注 目しこの時期のサケの ♂では ♀と異なるカロチノイ
ド色素の転位 ・代謝がなされているのではないかと予想 し,主 として精巣に
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於けるカロチノイ ド色素の分解作用を検討 したのでその結果の大要を報告す
る。
試料および方法
く　　
試料:前 報同様 湖上をは じめ る9月 か ら11月にかけて 北海道十勝川水系
の千代田捕獲場 で 採集 した 白サ ケ(Oncorhynchusketa)の4年魚を 試料 と
した。
アスタキサンチン(C40Hs204)の調整:試 料 中の未熟期 の筋肉か ら常法通
りアセ トンで抽 出 し,濃縮 後少量 の石油工 一テル(b.p。40～60。C)に転 溶 し,
水洗脱水後,活 性化 した ワコーゲルC-200(メッシュ100～200)を吸着剤
とす る カ ラム クロマ トグ ラフ ィーを くり返 し行 って 純化 した。 これ を少量
くの
の アセ トンに 溶解 し 一20。C以下に保管 し実験時 にアセ トンで稀釈 し,佃 の
方法 に従 い吸光度を約20と して使 用 した。 なお 血清 アスタキサ ンチソは前
くの
報 と同様 に調整 した。
精巣抽 出液(酵 素液)の 調整:精 巣を10倍 量 の 水で ホモゲナ イズ(日 本
精機HS型)し,ホ モゲネ ィ トを0。Cで一夜放置後6000r.P.m.,10分,0。C
で 遠心分離(久 保 田KR-180A型)し,そ の 上澄液 を凍 結乾燥(日 本真空
DF-01型)して 粉末状 に し,-80。Cにて保管 し必要 に応 じて少量つつ取 り
出 して 実験に供 した。 精 巣の水溶性区分の粉末 を実験時に20倍 量 の0.15M
塩化 カ リで抽 出 し,抽 出液 を9000r.p・m.,10分,OoCで遠心分離 し,そ の
上澄液 を抽 出液(酵 素液)と した。
反応組成液:共 栓付試験管(20m2)に精巣抽 出液(酵 素液)0.5m£,M/50
リン酸緩衝液(pH7.0)3m2,アスタキサンチ ン(ア セ トン 溶液)0.2m2に
5%メ チル リノレェー ト0.2m2(10mg)を添加 し,均 一 に 懸濁 させ て25。C
で一定時 間暗所 で振藍 して反応 させた。
反応終 了後3m2の エ タノールを添加 し,更 に5m2の エ ーテルを添加 して
残存 してい るアス タキサ ンチンを回収 し,ア ス タキサンチ ンの残存量で分解
作用 の活性 を表 わ した。 なお測定波長 は,東 芝 ベ ックマンDB-G型 自記分
難塑牌 篠 晶隅堵臨 鯉堕管qヒ原・蕪) (83)
光光度計 を用いて,475mPtで行 った。 また 一連 の実験操作 は可能な限 り低
温 で行 った。
結 果
1精 巣膜添加による血清アスタキサンチンの変化
くの
産 卵期 の血清にす でに報告 した よ うに アス タキサ ンチ ンが含 まれ てお り,
また液状で もあるので,抽 出 ・濃縮 ・単離精製等 の操作をほ どこ していない
未処理 の アス タキサ ンチンを そ のままの状態 で 含有 してい る 基質体 と して
血清 を用 い,そ れに精巣膜を作用 させ て血清中のアス タキサ ンチ ンの変化を
検討 した。
アス タキサ ンチ ンを含 んで着 色 してい る血 清(10mの に未熟期 の生の精巣
膜(3.59)を 細切 して直接添加 した区分1と,100。Cで10分 間煮沸 した精
巣膜(3.59)を添加 した区分2を,そ れぞれ25。Cで10時間暗所 で振盈保
持後,血 清 中のアス タキサ ソチ ンをエーテルで抽 出 し,同 色素の変化 を比較
検討 した。 そ の結果 を示 した のが 第1図 であ る。100。Cで10分間加熱処理
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第1図 精巣 膜添加 による血清 アス タキサ ンチ ンの変 化
1.血 清(10m2)+生の精巣膜(3.53)
2.血 清(10rn2)十加熱 処理 精巣膜(3.58)
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した区分2に 比 して,未 処理 の生の区分1で は明 らかにアスタキサソチソ量
が減少 している。同一の血清および精巣膜を用いて,精 巣膜の加熱処理に よ
って血清中のアスタキサンチン量に変化が生 じたと言 うこの実験事実 より,
精巣膜にはアスタキサンチンを酵素的に分解する作用があるのではないか と
推定 した。
H精 巣抽出液の酵素的アスタキサンチン分解作用の活性
精巣膜にアスタキサンチンを酵素的に分解す る作用がある事が推定 された
ので,精 巣全体で同作用の検討を行 った。
未熟期精巣の凍結乾燥粉末の抽出液を用いて酵素的なアスタキサソチンの
分解活性を測定 した。その結果を示 したのが第2図 である。縦軸にアスタキ
サンチンの吸光度を,横 軸には反応時間を取って酵素的なアスタキサソチン
分解活性を示 したが,,未熟期のサケ精巣抽出液では,反 応時間の経過と共に
475吻μに於ける アスタキサンチンの 吸光度が減少 し,酵 素的なアスタキサ
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第2図 精巣 と筋 肉抽 出液の アス タキサ ンチ ン分解活 性
1.精巣抽 出液2.筋 肉抽 出液3.精 巣 抽 出液+10%シ ア ン化 カ リ(1凪e)
4.加熱 処理精巣抽 出液
反応組 成液:精 巣抽 出液0.5m2,M/50リン酸緩衡 液(IH7.0)4.1m2,5%メチ
ール リノェー ト0.2!it2,アスタキサ ンチ ン(ア セ トン溶 液)0.2m2
梨 贈 牌 蕪 晶 隅 堵 簾的辮 巴 管qヒ原・斎藤)(85)
ンチ ンの分解活性が認 め られ た。反応100分後の残存 アスタキサ ソチソの吸
収 スペ ク トルを示 したのが第3図 で,精 巣抽出液 の区分1で は,ア ス タキサ
ンチ ン特有 の吸収 が認 め られ難 くなる程 吸光度の減少が認め られた。 なお こ
の時期 のサ ケでは,カ ロチ ノイ ド色素 を主 と して蓄積 している組織 は筋肉な
ので,精 巣での分解活性の測定 と合せ て筋 肉の活性 も測定 し,両 組織 間の比
較 を も行 った(第2図)。 筋肉抽出液 では,ア ス タキサ ンチ ンがほ とん ど減
少 してお らず,酵 素的 な分解 活性は認 め られ なか った。 なお筋肉で は,そ の
成熟度,ま た ♂♀の別な くそ のいずれに も,ア スタキサ ンチ ソの分解活性は
認め られなか った。
なお比較対 照 と して加熱処理(100。C10分間)し た精巣抽 出液 と反応組成
液に5%シ アン化 カ リ1m2を添 加 した ものを 用 いたが,こ の反応条 件下で
はそ のいず れに もアス タキサンチンの減 少は認 め られず,加 熱処理 や シアン
化 カ リの添加 に よって精巣抽 出液 のアス タキサ ンチン分解 作用は阻止 され た
事 にな り,こ の事実 か らも精巣 におけ るアスタキサンチンの分解作用 は,あ
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第3図 反応100分後の残存 アス タキサ ンチ ンの吸収 スペ ク トル
1.精巣抽 出液2.筋 肉抽 出液3.精 巣抽 出液+10%シ アン化 カ リ(1m2)
4.加熱処理精巣抽 出液
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第4図 精巣 抽 出液 の ア ス タ キ サ ンチ ン分 解 活 性(抽 出液 濃 度 の 効 果)
抽 出 液 量:1.2m2,2.1皿2,3.0.5皿e,4.0.2皿2,5.O.1m2,6.0畝
反 応 組 成 液:精 巣 抽 出 液0～2m2,M/50リ ン酸 緩 衡 液(fH7.6)4.6～2.6m2,5%
メチ ル リノ レェー トO.2m2,アス タキ サ ンチ ン(ア セ トン溶 液)O.2m2
る種の酵素的作用であろ うと推定できる。
また精巣抽出液によるアスタキサソチン分解作用に於け る抽出液濃度の効
果を調べ るために,抽 出液をO.1m2から2m2の範囲で取 り,緩 衡液で一定
量(全 量5mの とし,25。Cで100分インキュベ 一ートした。その結果を示 した
のが第4図 である。抽出液濃度が増えるにつれてアスタキサンチン量は減少
している。抽出液を添加 しなか った比較対照の区分6で は,ア スタキサンチ
ンの減少は認め られなかった。 これ らの実験事実か らも産卵期のサケ精巣に
は,ア スタキサンチンを酵素的に分解す る活性が認め られる。
皿 精巣抽出液に於ける酵素的アスタキサンチン分解作用の特性
1)不 飽和脂肪酸の効果
この時期の精巣抽出液にアスタキサンチンを酵素的に分解す る活活が認め
られたので,そ の作用特性の二三を検討 した。一般にカロチ ノイ ド色素を酸
(5)(6)(7)
化分解す る酵素 として,リ ポキシダーゼの存在が知 られてお り,同酵素と精
巣抽出液の性質の類似性の検討を行った。 リポキシダーゼは,不 飽和脂肪酸
型 堕 堺 苞素漏隅 堵躍的鯉.鰭(北原・斎藤)
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第5図 精巣 抽出液 のアスタキサ ンチ ン分解作 用 における不飽 和脂肪酸 の効 果
1.メチル リノ レェー ト2.メ チル リノ レネェー ト3.メ チルオ レエ ー ト
4.比較対照(脂 肪酸無添加)
反応組成液=精 巣抽 出液0.5m2,M/50リン酸 緩衡 液(liH7.0)4.1m2,5%脂
肪酸(各種)0.2m2,アスタキサ ンチ ン(ア セ トン溶 液)0.2m2
と特異 的に反応す る事が知 られてい るので,こ の時期の精 巣抽 出液 で も同反
応が認 め られ るか ど うかを,メ チルオ レエ ー ト・メチル リノレ ェー ト・メチ
ル リノレネ=一一ト(Sigma99%)の3種の不飽和脂肪酸を用いて検討 した。
その結果を示 した のが第5図 であ る。 リノール酸 お よび リノレン酸 では,ア
スタキサ ンチ ンの顕著 な分解(減 少)が 認 め られたが,オ レイソ酸では前記
二脂肪酸 の半分 くらいの 分解 であ り,脂 肪酸 間に差が 認め られ,リ ポキ シ
ダ ーゼ とほぼ 同一の傾 向を示 した。脂肪酸を添加 しなか った比較対 照(区 分
4)に は,ア スタキサンチンの分解(減 少)が 認め られず,精 巣抽 出液 の ア
ス タキサ ンチ ン分解作用に は,リ ポキ シダーゼ同様 リノール酸等の不飽和 脂
肪酸が特異的に作用 した といえる。
2)メ チル リノレェー トの効果
精巣抽 出液に よる酵素的 な アス タキサ ンチ ンの分解 作用 には,リ ノール酸
が特異的に作用す るので,0～25mgの 濃度範 囲の メチル リノレェー トを用
(88)
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メ チ ル リノ レェー トの濃 度(mg)
第6図 精 巣 抽 出 液 の ア ス タ キ サ ンチ ン分 解 作 用 に お け る メチ ル リノ レ ェー ト
濃 度 の 効 果
反 応 組 成 液:精 巣 抽 出液0.5m2,M/50リン酸 緩 衡 液(Ptl7.0)4.1me,メチ ル リ
ノ レェ ー ト0～25MgJア ス タキ サ ン チ ン(ア セ トン溶 液)0.2m2
いてその効果を調べた。 その結果 を示 した のが第6図 であ る。 図に示す如 く
10mgでほぼ平衡に達 してお り,以 下一連 の実験では,10mgの メチル リノ
レェー トを用いた。
3)pHの 効 果
1沮が4.3～9.0のM/10リン酸緩衡液を用 いて,精 巣抽 出液 のアス タキサ
ソチ ン分解作用に於 け るpHの 効果 を調べた。 その結果を示 した のが 第7図.
であ る。 最大活性はIH6.9附近 であ った。 なお酸性側では 分解 作用の活性
が比較 的高か ったが,ア ル カ リ側にかたむ くと活性が急激に減少 した。
1V精 巣の成 熟度 別によるアス タキサ ンチ ン分解活性の比較
9月か ら11月にかけ て 時期別に成 熟度 の異 な る精巣を採集 し,そ れぞれ
の抽 出液について アス タキサ ソチ ンの分解活性 を比較 した。そ の結果 を示 し
たのが 第8図 であ る。9月13日 に採集 した未熟期 の精巣抽 出液 の活性が最
も強 く,成 熟が進行す るにつれて アス タキサソチンの分解活性が弱 くな り,
自然放精期(11月13日)の 精 巣抽 出液 では,分 解活性がほ とんど認 め られ
穿嬰1騨齢 暴磯堵鵬 鯉巴衙」ヒ原・繍 (89)
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第7図 精 巣 出 液 の ア ス タ キ サ ンチ ン分 解 作 用 に お け るPHの 効 果
反 応 組 成 液:精 巣 抽 出液0.5m2,M/10リ ン酸 緩 衡 液(唄4.3～9.0)4.1m2,5%メ
チ ル リ ノ レェ ー ト0.2皿2,アス タ キ サ ソ チ ン(ア セ トン溶 液)O.2m2
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第8図 精 巣 の 成 熟 度 別 に よ る アス タ キ サ ンチ ン分 解 活 性 の 比 較
1.9/13(未熟 期)2.10/3(未 熟 期)3.10/23(成 熟 期)4.11/3(自 然 放 精 期)
反 応 組 成 液:精 巣 抽 出液O.5m2,M/50リ ン酸 緩 衡 液(pH7.0)4.1m2,5%メチ ル
リ ノ レェ ー ト0.2m2,アス タキ サ ソチ ン(ア セ トン溶 液)O.2fU2
(90)
な くな る程 に減少 した。
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考 察
産卵期のサケ精巣に存在するカロチノイ ド色素のアスタキサンチンを分解
する作用は,精 巣抽出液との反応において,反 応時間の経過や抽出液濃度の
増加によって添加 した アスタキサンチンが減少す る事,ま た加熱処理やシア
ン化 カ リの添加によって分解作用が阻止される事,精 巣抽出液を添加 しなけ
れば分解が生 じない事,分 解反応に至適pHを有 し,リ ノール酸等 と特異的
に反応す る事などか ら,精巣抽出液のアスタキサンチン分解作用にはある種
の酵素が関与 しているのであろ うと推定 され る。
カロチ ノイ ドを酸化分解す る酵素 として,主 と して野菜や果実などの植物
く　　 　
で リポ キ シ ダ ー ゼ(1.99.2.1LiPoxygenαsのの 存 在 が 報 告 され て い る。 動
て　の
物組織か らもその存在が報告されているが,産 卵期のサケのカロチノイ ド色
素の生体内転位 ・代謝に関与す る酵素系の報告は見あた らない。 この時期の
(11)(12)
サケ精巣に認められ るアスタキサンチンの酵素的分解作用は,佃 に よって魚
皮 より報告されているリポキシダーゼ様酵素 とその不飽和脂肪酸に対する特
異性や至適 田 の類似性などか らみて,同 様な酵素作用なのか も知れない。
この時期のサケのカロチ ノイ ド色素では,産 卵潮上前に筋肉に蓄積された
アスタキサンチンを中心と した体内転位 ・代謝がなされ,筋 肉に於ける急激
な減少,血 清に於ける過渡的な着色,表 皮に於ける蓄積お よび ♀の卵巣に
於け る蓄積等の現象がマクロ的に認め られ る。その間,♂ が ♀の卵巣に含ま
れる カロチ ノイ ド色素の産卵期に 増加 した分に 相当す る量だけ 体内の絶対
量が減少 していると思われ るのは,(精巣より数倍強い アスタキサンチンを
分解す る活性が,肝 臓にも認め られたが,肝 臓では ♂♀間に分解活性の有意
差が認め られないので)δ の精巣に於けるある種の酵素的なアスタキサンチ
ン分解作用 と関連づけて考えると納得 しうる現象で,問 題は精巣中でアスタ
キサンチンが如何なる物質に変化 し,それが如何なる生理作用を営んでいる
かの追求である。それ らと関連づけて,精 巣に於けるアスタキサンチン分解
穿鵬 騨 苞裂 躍 舗 躍的鯉 鮪(ゴ ヒ原・礁)(91)
活性物質の性質を明らかにす るための作業,並 びに産卵期における精巣成分
の変化を目下検討中である。
要 約
産卵のために湖上す るサケを試料 として,河 川内成熟過程におけるカロチ
ノイ ド色素の転位 ・代謝に関する研究の一環 として,今 回は主 として ♂の精
巣におけるアスタキサンチン分解作用について検討 し,次の結果を得た。
1)着 色 している血清に生 と加熱処理 した精巣膜を直接添加 し,血清中の
アスタキサンチンの変化を検討 した。生の精巣膜は,加 熱処理 したものに比
較 してアスタキサンチンの減少が認められた。
2)精 巣抽出液を用いて,ア スタキサンチソ分解活性を測定 した。 この分
作用は,抽 出液の添加によって生 じ,反応時間の経過や抽出液濃度の増加と
共にアスタキサンチンの分解を示 し,また加熱処理や シアン化 カリの添加に
よって阻止され る事等 々よ り,あ る種の酵素的反応 と推定 した。
3)筋 肉には,成 熟過程,ま た6♀ の別な くそのいずれにもアスタキサン
チン分解活性は認め られなかった。
4)精 巣抽出液の酵素的なアスタキサンチン分解作用における特性の検討
を行った。 リノール酸,リ ノレン酸等の不飽和脂肪酸 と特異的に反応 し,反
応 の至適pHは6.9附近であった。
5)ア スタキサンチン分解活性は,未 熟期の精巣で最 も強 く,成熟の進行
につれて減少 し,自然放精期には認め られ難 くなる程減少 した。
6)精 巣におけるアスタキサンチン分解作用を中心に,産 卵期におけるカ
ロチ ノイ ド色素の体内転位 ・代謝に関す る若干の考察を行った。
本研究を行 うに 当 り,実 験材料の白サケを 提供 していただいた 北海道サ
ケ ・マス増殖事業協会会長棟方敏郎氏,十 勝支所長平野昇氏に厚 く感謝いた
します。 また本研究遂行に当 り,御助言と御教示をいただいた北海道サケ ・
マスふ化場場長西野一彦氏に深謝いた します。
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